Morfološka i molekularna identifikacija izolata Alternaria alternata - patogena plodova kima u Srbiji by Ristić, Danijela et al.
163
Zaštita bilja UDK: 635.75-248.231(497.11)"2013"
Vol. 65 (4), No290, 163-169, 2014, Beograd 
Plant Protection Naučni rad
Vol. 65 (4), No290, 163-169, 2014, Belgrade Scientific paper
MORFOLOŠKA I MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA IZOLATA 
ALTERNARIA ALTERNATA - PATOGENA PLODOVA KIMA U SRBIJI
DANIJELA RISTIĆ1, MILICA AĆIMOVIĆ2, NENAD TRKULJA1
1Institut za zaštitu bilja i životnu sredinu, Beograd
2Univerzitet u Beogradu - Poljoprivredni fakultet, Beograd
e-mail: risticdaca¤yahoo.com
Tokom 2013. godine, na oglednom polju u Mošorinu, prikupljeni su  uzorci zaraženog se-
mena gajenog kima i analizirani na prisustvo fitopatogenih gljiva. U svim uzorcima seme-
na, ustanovljena je slabija klijavost i visok stepen zaraze fitopatogenim gljivama iz roda 
Alternaria, 100%. Iz zaraženog semena izolovane su monosporijalne kulture, čija je patoge-
nost potvrđena pojavom simptoma na veštački inokulisanim klijancima kima i peršuna, a 
na osnovu morfoloških svojstava identifikovane su kao Alternaria alternata. Molekularna 
identifikacija obavljena je primenom lančane reakcije polimeraze (PCR, Polymerase Chain 
Reaction) uz korišćenje prajmera ITS1/ITS4 i amplifikaciju ITS regiona ribozomalne DNK. 
Sekvence gena odabranih izolata CC1 (KP822948), CC2 (KP822949) i CC3 (KP822950) poka-
zale su 100% nukleotidne identičnosti sa sekvencama 31 izolata A. alternata deponovanih 
u GenBank bazi podataka. Prisustvo većeg broja vrsta gljiva na semenu kima, zahteva dalja 
ispitivanja njihovih međusobnih odnosa i relativnog značaja.





Kim (Carum carvi L., fam. Apiaceae Lindl.) 
je poznata jestiva, začinska i lekovita biljka koja se 
gaji širom Zapadne Azije, Evrope i Severne Afrike 
(Bercu and Broască, 2012). Plodovi kima sadrže 
etarska ulja (karvon, limonen) i zato predstavljaju 
značajan potencijal za farmaceutsku i kozmetičku 
industriju (Mačkinaitė, 2010). Utvrđeno je da ek-
strakti plodova kima imaju jaku antibakterijsku i 
antifungalnu aktivnost i zato se koriste za razvoj 
biljnih antimikrobnih formulacija (Gupta et al., 
2011).
Brojne fitopatogene gljive ugrožavaju ga-
jenje i proizvodnju biljaka iz familije Apiaceae, a 
među njima poseban značaj imaju gljive iz roda 
Alternaria (Bulajić, 2006). Promene načina ga-
jenja, uvođenje plantažne proizvodnje lekovitih 
biljaka dodatno su uticale na intenzivniju pojavu 
postojećih patogena (Gamliel and Yarden, 1998), 
posebno onih sa širokim spektrom domaćina, 
kao što su vrste roda Alternaria, koje parazitiraju 
preko 4000 različitih biljnih vrsta (Pryor, 2003). 
Prisustvo različitih patogenih gljiva na semenu 
lekovitog bilja, može biti značajno sa stanovišta 
smanjenja prinosa i kvaliteta semena, u pogledu 
kontaminacije štetnim mikotoksinima (Singh and 
Dubey, 2012). Bolesti kima intenzivno se prouča-
vaju u mnogim zemljama (Bugarska, Češka, Pol-
jska, Nemačka, Holandija) (Evenhius et al., 1995; 
Gabler, 2001; Mazur and Nawrocki, 2004; Rode-
va and Gabler, 2004; Odstričilová, 2007; Macho-
wicz-Stefaniak, 2009), dok su u Srbiji literaturni 
podaci o patogenima kima relativno oskudni i 
pored značajnih šteta koje prouzrokuju.
Tokom ispitivanja zdravstvenog stanja se-
mena kima 2013. godine, ustanovljeno je prisus-
tvo izolata gljiva, preliminarno identifikovanih 
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kao Alternaria spp., koji su ispoljili patogenost na 
sejancima peršuna. Osnovni cilj sprovedenih is-
traživanja bio je da se detektovani izolati iz seme-
na kima identifikuju primenom konvencionalnih 
i molekularnih metoda, amplifikacijom ITS re-
giona ribozomalne DNK, što predstavlja uvođenje 
novih perspektiva u proučavanje fitopatogenih 
gljiva iz semena kima u Srbiji.
MATERIJAL I METODE 
Sakupljanje uzoraka plodova kima i
izolacija patogena
U okviru istraživanja tokom 2013. godine na 
oglednom polju u Mošorinu (Južno-Bački okrug, 
45º18’ N, 20º09’ E, nadmorska visina 111m), iz-
vršen je pregled semena kima u fazi pune zrelosti, 
radi utvrđivanja prisustva fitopatogenih gljiva iz 
roda Alternaria. Ukupno 400 semena (100 seme-
na x četiri ponavljanja) ispirano je 2 h pod mla-
zom česmenske vode, površinski sterilisano u 2% 
rastvoru natrijum-hipohlorita (NaOCl, komerci-
jalna varikina) u trajanju od 2 min i ispirano dva 
puta u sterilnoj vodi (Singh et al., 1991). Površins-
ki sterilisano seme nanošeno je na vlažan filter 
papir, inkubirano u mraku pri 25ºC, a pojava po-
jedinačnih kolonija praćena je tokom naredna tri 
dana. U cilju dobijanja uniformih i čistih kultura, 
nakon tri do pet dana razvoja inicijalnih kolonija 
izvršena je monosporijalna izolacija gljive na pod-
logu krompir-dekstrozni agar (potato dextrose 
agar, PDA). 
Provera patogenosti
Test provere patogenosti svih dobijenih 
monosporijalnih izolata Alternaria spp. obavljen 
je veštačkom inokulacijom biljaka kima i peršuna 
u fazi razvoja 5-6 listova. Inokulacija je obavljena 
prskanjem suspenzije konidija pripremljene od 
kultura odabranih izolata starih 10 dana, koje su 
odgajane na PDA podlozi u mraku, pri tempera-
turi od 25ºC (Strandberg, 1987; Pryor and Gilb-
ertson, 2002). Koncentracija dobijene suspenzije 
podešena je na 1x103 konidija/ml pomoću hemoc-
itometra (Muntanola-Cvetković, 1987). Sa 10 ml 
tako pripremljene supenzije od svakog izolata 
inokulisano je po 5 biljaka, a ogled je ponovljen 
dva puta. Inokulisane biljke su potom održavane 
u uslovima staklenika. U cilju obezbeđenja uslo-
va povišene vlažnosti, biljke su po inokulaciji 
pokrivane PVC folijom koja je nakon dva dana uk-
lonjena. Kao negativna kontrola korišćene su bil-
jke kima i peršuna inokulisane sterilnom vodom. 
Pojava simptoma posmatrana je do dve nedelje 
po inokulaciji. Sa listova na kojima su se razvili 
simptomi izvršena je reizolacija korišćenjem istih 
metoda kao pri izolaciji.
Morfološka svojstva
Morfološka identifikacija obavljena 
je na osnovu proučavanja makroskopskih i 
mikroskopskih svojstava odabranih monospori-
jalnih izolata Alternaria spp. prema kriterijumi-
ma Muntanola-Cvetković (1987). Proučavanje 
makroskopskih svojstava obuhvatilo je praćenje 
intenziteta rasta i izgleda kolonije, boju i lučen-
je pigmenata. Ispitivanje mikroskopskih svo-
jstava obuhvatilo je utvrđivanje oblika i dimen-
zija konidija na kulturama starim sedam dana, 
odgajenim na PDA podlozi u mraku pri 25ºC. 
Sve dimenzije su merene na slučajno odabranim, 
potpuno formiranim i zrelim konidijama koje 
su bile odgovarajuće obojenosti, kako to pre-
poručuju Pryor and Gilbertson (2002). Prosekom 
obračunatim za najmanje 100 ponovljenih meren-
ja, određivana je dužina i širina konidija.
Molekularna detekcija i identifikacija
Metoda lančane reakcije polimeraze (poly-
merase chain reaction, PCR) primenjena je u cilju 
molekularne detekcije i identifikacije A. alterna-
ta poreklom iz semena kima, kao potvrda iden-
tifikacije na osnovu konvencionalnih metoda. Za 
ova ispitivanja odabrani su izolati CC1, CC2 i CC3 
dobijeni iz zaraženog semena kima. Ekstrakcija 
ukupne DNK obavljena je iz vazdušne micelije sa-
kupljene direktno iz sedam dana starih kolonija 
odgajenih na PDA podlozi, korišćenjem komerci-
jalnog kita DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany), po uputstvu proizvođača. PCR reakcija 
obavljena je sa parom univerzalnih prajmera ITS1/
ITS4 (Konstantinova et al., 2002) koji omoguća-
vaju amplifikaciju i kasnije sekvencioniranje ITS 
regiona (Internal transcribed spacer) ribozomalne 
DNK Eukariota. PCR reakcija obavljena je u rad-
noj zapremini od 25 μl, korišćenjem 12,5 μl 2X 
PCR Master miksa (Fermentas, Lithuania), 9 μl 
RNase-free vode, po 1,25 μl svakog prajmera (100 
pmol/μl) i 1 μl ekstrahovane ukupne DNK. Kao 
negativna kontrola korišćena je RNase-free voda 
koja je dodata u pripremljenu PCR smešu umesto 
ciljane DNK. PCR reakcija je izvedena pri slede-
ćim uslovima: inicijalna denaturacija nukleinskih 
kiselina 2 min na 94ºC; 35 ciklusa koji se sastoje 
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od denaturacije 2 min na 94ºC, hibridizacije 30 s 
na 57ºC, elongacije 1 min na 72ºC, praćeno final-
nom elongacijom na 72ºC u trajanju od 10 min.
Vizuelizacija umnoženih produkata PCR 
reakcija obavljena je elektroforetskim razdvaja-
njem nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu u 
1 x TBE puferu, bojenjem Midori Green DNA Stain 
(Nippon Genetics) i posmatranjem pod UV-tran-
siluminatorom. Za određivanje veličine umnože-
nog amplikona korišćen je marker MassRulerTMD-
NA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, 
Lithuania). Pozitivnom reakcijom smatrana je 
pojava traka produkta očekivane veličine 500-
600 bp.
Umnoženi fragmenti izolata CC1, CC2 i 
CC3, poslati su na prečišćavanje i uslužno sekven-
cioniranje u oba smera na ABI 3730XL Automatic 
Sequencer u Macrogen, Inc (http://dna.macrogen.
com, Korea). Dobijene sekvence obrađene su u 
programu FinchTV Version 1.4.0., a konsenzus 
nukleotidne sekvence podnete su u GenBank 
bazu podataka, gde im je dodeljen pristupni broj 
(GenBank Accession Number). 
BLAST analizom i višestrukim poređe-
njem sa dostupnim sekvencama u GenBank bazi 
podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) pomoću CLUSTAL W programa (Thompson 
et al. 1994), obavljena je potvrda identifikacije. 
Za proračun genetičke udaljenosti i najviši ste-
pen nukleotidne sličnosti, nakon trimovanja se-
kvenci na dužinu najkraće sekvence upotrebljen 
je softverski paket MEGA verzija 5.0. (Tamura et 
al., 2011).
REZULTATI I DISKUSIJA
Izolacija patogena, provera patogenosti i
konvencionalna identifikacija
Ispitivanjem zdravstvenog stanja seme-
na kima, prikupljenog sa oglednog polja u 
Mošorinu 2013. godine, utvrđen je visok step-
en zaraze (100%) fitopatogenim gljivama iz roda 
Alternaria. Zaraza semena začinskih biljaka iz 
familije Apiaceae sa Alternaria spp. je jedan od 
osnovnih načina održavanja i prenošenja ovih 
gljiva u prirodi (Kwasna, 1992; Agrios, 2005) i 
o tome postoji dosta literaturnih navoda. Miko-
populacija semena kima je brojna i raznovrsna. 
U Litvaniji na semenu gajenog kima ukupno 
je identifikovano 55 vrsta, 2 varijeteta i 39 ro-
dova koji pripadaju razdelu Ascomycota, Ba-
sidiomycota i Zygomycota (Mačkinaitė, 2011). 
Tako, Mačkinaitė (2010) navodi da je A. alter-
nata najzastupljenija vrsta iz roda Alternaria, 
koja je uvek prisutna na semenu kima u viso-
kom procentu, a pojednih godina i preko 92%. 
U istraživanjima Bulajić (2006) navodi da seme 
povrća i začinskog bilja iz familije Apiaceae is-
poljava različit stepen zaraze sa fitopatogenim 
gljivama roda Alternaria, i da je svaka zaraza 
semena veoma značajna. Primenom standard-
nih metoda iz semena kima izdvojeno je osam 
monosporijalnih izolata (Slika 1a), koji su po 
morfološkim svojstvima odgovarali A. alterna-
ta. U uslovima veštačke inokulacije klijanaca 
kima i peršuna reprodukovani su simptomi 
prirodne infekcije. Ispitivani izolati izazvali su 
pojavu brojnih nekrotičih pega na inokulisanim 
sejancima. Simptomi su se najčešće pojavljiva-
li 5-7 dana od inokulacije u vidu tamno bra-
on do crnih pega nepravilnih oblika na obodu 
listova (Slika 1c). Kasnije je došlo do sušenja 
listova i potpunog propadanja biljaka. Iz svih 
inokulisanih biljaka kima i peršuna sa simpto-
mima, uspešno je izvršena reizolacija patoge-
na primenom istih metoda kao i pri izolaciji. 
Na biljkama koje su inokulisane kao negativna 
kontrola, nije došlo do pojave simptoma (Slika 
1d).
Svi ispitivani izolati iz semena kima is-
poljavali su zajednička morfološka svojstva koja 
odgovaraju opisu zbirne vrste A. alternata. Za 
detaljno proučavanje morfoloških svojstava oda-
brana su tri reprezentativna izolata CC1, CC2 i 
CC3. Ispitivani izolati formirali su bujne sivoma-
slinaste kolonije, sa ravnom do blago talasastom 
ivicom bele boje (Slika 1b), dok se prosečni dnev-
ni porast kretao od 9.5 do 13.8 mm. Ovi izolati 
nisu lučili pigmente u podlozi. Ovakvi rezultati 
su u saglasnosti sa opisom kolonije koji Yu (1992) 
navodi za A. alternata. Pojedinačne konidije su 
različitog oblika pravilno elipsoidne, okruglaste 
ili izdužene sa kratkim koničnim kljunom. Ko-
nidije sva tri izolata bile su prosečnih dimenzija 
22.55-28.15 x 9.55-10.75 μm, čija je katenulacija 
bila u vidu razgranatih nizova, što u potpunosti 
odgovara navodima Yu (1992) i Pryor (2003) za 
vrstu A. alternata.
Molekularna detekcija i identifikacija
Molekularna metoda lančane reakcije poli-
meraze (PCR) i sekvencioniranje umnoženih fra-
gmenata DNK, uspešno su primenjeni za detekci-
ju i identifikaciju ispitivanih izolata A. alternata. 
Primenom para univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 
koji omogućavaju amplifikaciju ITS regiona ribo-
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Slika 1. Alternaria alternata: a) izolacija patogena iz semena 
na filter papir; b) izgled kolonije na PDA podlozi; c) veštački 
zaraženi klijanci peršuna; d) negativna kontrola. 
Figure 1. Alternaria alternata: a) isolation of the pathogen 
from seed on filter paper; b) colony appearance on PDA me-
dia; c) artificially inoculated parsley seedlings; d) negative 
control.
Slika 2. Elektroforetska analiza PCR proi-
zvoda dobijenih korišćenjem para prajmera 
ITS1/ITS4. Kolone: M- MassRulerTMD-
NA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences 
GmgH, Lithuania); 1- izolat CC1; 2- izolat 
CC2; 3- izolat CC3; B- negativna kontrola 
(PCR smeša sa Rnase-free vodom).
Figure 2. Electrophoretic analysis of PCR 
products obtained using primer pair ITS1/
ITS4. Lanes: M- Mass-RulerTMDNA ladder, 
Mix (Fermentas Life Sciences GmgH, Lithu-
ania); 1- isolate CC1; 2- isolate CC2; 3- iso-
late CC3; B- negative control (PCR mix with 
Rnase-free water).
zomalne DNK Eukariota i poređenjem amplifiko-
vanih fragmenata odabranih izolata (CC1, CC2 I 
CC3), sa korišćenim markerom (M), ustanovljeno 
je prisustvo fragmenata očekivane veličine oko 
550 bp (Slika 2). Do amplifikacije nije došlo kod 
uzorka koji je predstavljao negativnu kontrolu 
(PCR smeša sa RNase-free vodom).
Nakon sekvencioniranja PCR produka-
ta dobijenih amplifikacijom iz micelije uzora-
ka CC1, CC2 i CC3, korišćenjem para prajmera 
ITS1/ITS4, konsenzus nukleotidne sekvence 
deponovane su u GenBank bazu podataka i 
dodeljeni su im pristupni brojevi KP822948, 
KP822949 i KP822950. BLAST analiza sekven-
ci fragmenata dužine 510 bp, pokazala je 100% 
nukleotidne identičnosti sa ITS rDNK sekven-
cama 31 izolata vrste A. alternata deponovanih 
u GenBank bazi podataka, među kojima su 
sekvence pod pristupnim brojevima KF293886, 
KF293963, KF293964 poreklom iz Kine i 
KJ526174, KJ526175 poreklom iz Turske.
Molekularne metode kao savremen pri-
stup u identifikaciji biljnih patogena imaju veli-
ku prednost u primeni za preciznu identifikaciju, 
karakterizaciju, utvrđivanje strukture populacije, 
određivanje puteva introdukcije i drugih brojnih 
aspekata filogeografije i epidemiologije različitih 
patogena. Zbog visoke osetljivosti i specifičnosti, 
ove metode predstavljaju značajno poboljšanje u 
dijagnostici oboljenja koje prouzrokuju fitopato-
gene gljive. Sekvencioniranje većeg broja izolata i 
uključivanje dodatnih delova genoma doprineće 
boljem poznavanju strukture populacije A. alter-
nata, a takođe predstaviće uvod u bližu genetičku 
karakterizaciju i služiće za brzo i lako razlikovan-
je morfološki sličnih vrsta unutar roda Alternaria 
patogenih za kim u Srbiji. 
U cilju smanjenja šteta od fitopatogenih gl-
jiva roda Alternaria i toksičnih metabolita koje 
luče, moraju se preduzeti napori u očuvanju 
zdravstvenog stanja semena kima, najpre pobol-
jašem uslova gajenja, skladištenja i transporta. 
Stalne mikološke i toksikološke kontrole sve više 
su neophodne kako bi se smanjio rizik od upotre-
be zaraženog semena kima, kao setvenog materi-
jala ili ploda korišćenog za ishranu.   
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